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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒論
動物 の栄養 による成長 制御 を試 みる研究 が多面 的に進め られてきた。近年、動 物
の成長制御 を考 える上で初 期成長時の代謝の特 異性を把握す ることが重要で ある と
理解 され、初期成長 時における代 謝特 性や栄養特性が究明 されつつ ある。鶏で は初
期成長 時、特 に艀化 後3日 齢 までは残存 卵黄 が主な栄養供給源で ある こと、消化や
代謝機 能が未発達であ ること、代謝の変動が激 しいことな.ど、成鶏 とは異 なる条 件
下 にある ことが明 らか にされてい る。鶏 の初期成長時では残存卵黄が主 な栄養 源 で
ある ことを考慮す ると、肝臓 にお いて残存卵黄 中の脂質か らケ トン体が 多量 に生 成
され 、肝外組織でエネルギー源 と して利用 され る ことが初期成長時 の代謝 的特 徴 の
一つ であ るといえる。
ケ トン体すなわち β一hydroxybutyrate(β 一HB)やaceωace田te(AcAc)は 、飢餓 時な ど
の肝臓 で脂肪酸酸化が充進 して いる条件下で多量 に生成 され、脳 ・心臓 ・骨格 筋 な
どの肝 外組織でエネルギー源 と して利用 され る。特 に、骨格筋で はケ トン体や脂 肪
酸が エネルギー源 と して利用 され る ことか ら、生体 内エ ネル ギー源 として のケ トン
体 の存 在意義 は非常 に大 きい。
近 年、ケ トン体 はエネルギー源 と して のみ な らず 、糖代謝や ホルモ ン分 泌な ど に
対 して様 々な 生理作用 を持つ物質 として着 目されて いる。特 に、骨格筋 においては、
ケ トン体が タ ンパ ク質代謝 の調節 因子 として機能す る ことが ラッ トな どで明 らか に
されて いる。鶏 の筋組織培養実験 にお いて も、ケ トン体 の添加 によ り筋 タンパ ク質
合成 お よび分解が 阻害 され る との報告が あるが 、筋組織で のケ トン体 の作用 につ い
ては未 だ一致 した見解が得 られて いな い。 しか し、鶏 の初期成長 時にお いて は、特
異 的 に生成 され るケ トン体が筋 肉のタ ンパ ク質代謝 に深 く関わってい る ことが予 想
され る。
動物 のタ ンパ ク質代謝 は、そ の生育時期 よって大 き く異 なる。鶏 にお いて は、胚
時期お よびそ れに引き続 く初期成長時 における筋 肉タ ンパ ク質合成速度 が高 く、筋
肉タ ンパ ク質代謝が特異的 に変動す る。また、 この時期 の骨格筋組織 で は筋細胞 の
増殖 ・分化 が進行 し、筋形成 が活発 に行 われ る。 したがって、初期 成長時 に多 量 に
生成 され るケ トン体 は骨格筋 タ ンパ ク質代謝 だけでな く、筋細胞 の増殖 ・分化 に影
響 を与 え、鶏 の成長 に深 く関与 してい るもの と推察 で きる。 しか しなが ら、鶏 に 限
らず哺乳 動物 も含 めて、ケ トン体 の骨格 筋の筋形成 に対す る作用 とそ の機作 に関 し
て、特 に、筋細胞の増殖 および分化 の側 面か ら検 討 した報 告はな い。
本研 究では、鶏 の初期成長時 にお けるケ トン体 の存 在意義 を確認 し、 さ らに鶏
骨格筋 の初代培養系 を用 い、骨格筋の筋形成 に対す るケ トン体 の作用 を筋細胞 の 増
殖お よび分化 の側面か ら検 討 した。ケ トン体 の筋形成 に対 す る作用機作 を解 明す る
ことはケ トン体 の生理作用 の一端 を明 らか にす るのみな らず、鶏 の初期栄養 によ る
成長 制御 を考 える上で意義が大 きいと考 え られ る。
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第2章 初期成長時の骨格筋におけるケ トン体代謝の特徴
ケ トン体 の骨格筋形成 に対す る作 用 の検討 に先立ち、鶏初期成 長時 の骨格 筋に お
けるケ トン体代謝 の特徴 を明確 にす る必要が ある。そ こで、艀化 前1日C1日)、
艀化後0、1、2、3、4、5、6、7お よび14日 齢 のブロイ ラー ヒナ を供試 し、血液、
肝臓 および骨格筋(腓 腹筋)に おける β一HBお よびAcAc濃 度 を詳細 に調べ た。さ らに、
ケ トン体合成酵素で あるHMG-CoASynthaseお よびHMG-CoALyaseの 活性 を1、3
および14日 齢 の肝臓お よび筋 肉にお いて測定 した。また、艀化 直後 の骨格筋 にお け
るケ トン体合成酵素 のmRNAの 発現 を、RT-PCR法 お よび ノーザ ンプ ロッ ト法 によ
り調 べた。
血 液、肝臓 および骨格 筋 における β一HB濃 度 は艀化時 に最 も高 く(血 液2.5-3.8mM,
肝臓2.8-4.8μmoVg,骨 格 筋2、0-5.0μmoVg)、2日 齢 まで急激 に低 下 し、以後 ほぼ
一定 の値 を示 した(Fig .1)。AcAc濃 度はすべての部位 で 日齢 による変動 は観察 され
ず 、また、そ の濃 度は β一HBの10分 の1以 下 と極 めて低 い レベル であ った。骨格筋
にお ける β一HB濃 度 の変化 の特徴 をさ らに詳細 に調べ るために、血液 中の β一HB濃
度 に対す る骨格筋 中の βEB濃 度の塊 を算出 した(Fig.2)。 哺乳動 物 の骨格 筋におけ
るケ トン体 濃度は、血液 申の濃度 とほぼ一定 の比率 にあることが報告 されてい る。
しか し、本実験では、艀化 時(一1お よび0日 齢)で その比が他 の 日齢 に比べ有 意に
高 く、艀化時 の鶏 の骨格筋 β一HB濃 度が特異的 に高 いことが明か となった。
肝臓 中のケ トン体 合成酵素活性は いずれ も14日 齢 に比べて1日 齢で 高 く、艀化 直
後は肝臓 にお けるケ トン体合成が元進 して いることが示 された(Fig.3)。 骨格筋 に
お いて は、HMG-CoASynthaseは す べて の 日齢で検 出された(Fig.4)。一方 、骨格筋の
HMG-CoALyaseは1日 齢 にお いて は検 出 されたが、14日 齢では検 出 されなか った
(Fig.4)a
RT-PCRお よび ノーザ ンプロ ッ トによ り、1日齢 の骨格筋 にお けるケ トン体 合成酵
素 のmR:NAの 発現が認め られた(Fig5お よび6)。
以上 の結果か ら、鶏 初期成長時 にお いて、ケ トン体(β 一HB)は 艀化 直前、艀化
時お よび直後 に肝臓で多量 に含成 され 、骨格筋な どに輸送 され利用 されてい るも の
と考 え られた。 これ まで、ケ トン体 は肝臓 にお いて のみ合成 され ると考 え られて い
たが、艀化時 の鶏では骨格筋 にお いて もケ トン体が合成 され ることが 示 された。
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第3章 鶏筋細胞の筋形成 に対する β・脇 の作用を
検討するための培養条件の検討
前章 においてケ トン体 、特 に、 β一HBが 艀化 時の骨格 筋 に多量 に存在す ることが
確認 され た。胚時期や艀化直後 の筋 肉 には未分化 の筋細胞 が多 く存在 してお り、 増
殖 ・分化 が活発 に行 われている。 培養 系の筋形成過程 にお いて、予定筋芽細胞 は 増
殖 を繰 り返 し、増殖能 を持たな い筋芽細胞 へ と分化 し、 この時、 ミオシ ンや 筋型 ク
レアチ ンホスホキナーゼ(CPK)な どの筋特異的タ ンパ ク質 の合成が始 ま る(初 期分
化)。 この筋芽細胞が融合 して筋管 を形 成 し(こ の時CPK活 性が著 しく上昇す る)、
さ らに多 くの筋芽細胞 が融合 し、タ ンパ クの蓄積 が増加 し、筋管が発達す る(終 末
分化)(Fig.7)。
本章 以降では、鶏初 期成長時 におけ る骨格 筋の発 達 に対す るケ トン体 の作用 を明
らか にす るため、筋形 成過程 におけ る細胞の増殖 ・分化 に対す る β一HBの 作用 を鶏
初代筋細胞 培養系 を用 いて検討 した。そ こで、 まず β一:HBの筋形成 に対 す る作用 を
検討す るの に適 した鶏初代筋細胞培養 系 の実験 条件の設 定 を試みた 。す なわち、 山
口らの方 法で筋衛 星細胞 由来 の単核細胞 を調 製 し、 β一HBはNa塩 として添加 し、
そ の添加 濃度 を検 討 した。また、 β一HB塩 のNaイ オ ン自体 の筋細胞 に対 す る影響
も予想 された ので、Naイ オ ンの筋細胞 への影響 について も検 討 した。
予 定筋芽細胞 を5000個/cm2の 濃度 で培養開始 し、そ の形態 を経時 的に顕微 鏡下 で
観察 した と ころ、1～2日 で双極性 の筋芽細胞の増殖 が見 られ 、2～4日 で融合 した多
核 の筋管 が形成 された(Fig.8)。 培養細胞 がコ ンフルエ ン トの状態で は筋管 が多 く出
現 した。 このように、本培養実験 系では筋形成 が正常 に進行 して いる ことが確認 さ
れ た。
次 に、 β一HBの 添加濃度 を検 討す るため に、細胞 が コンフルエ ン トにな った状態
の筋芽細胞 培養系 を用 い、 β一HBを0～40mMの 濃度 で添加 し、CPK活 性 および ミ
オシ ン量 を測定 した。その結果 、40mMβ 一HBの 添加 でタ ンパ ク質量 当た りのCPK:
活性 および ミオ シン:量が上昇 し(Fig.9お よび10)、 しか も、CPK活 性 とミオ シン
量 の変化 は ほぼ同様である ことを確認 した。前試験 と同様 の条件下でNaCG3お よび
NaClを 添加 して培養 を行 った結果 、10お よび40mMのNaイ オ ン濃度 で培養 系の
CPK活 性 の上昇が認 め られ た(Fig.11)。
これ らの ことか ら、筋形成過程で ミオ シン蓄積 とCPK活 性が ほぼ比例す る こと、
β一HBの 作用 を検 討す る実験 系 として、Naイ オ ン濃度 が一定条件下で 、高濃度 の
β一HBを 添加す る必要が ある ことが示 された。
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第4章 鶏 筋細 胞の増殖 および初 期分化 に対する β・HBの 作 用
前試験 で設定 した実験条件 を用 い、予定筋芽細胞 および筋芽細胞 の増殖能 とそ の
初期分化 に対 す る β一HBの 作用 を検 討す るため に、 β一HB添 加培養系 で細胞 数お よ
びCPK活 性 を測 定 した。
ケ トン体 は骨格筋 にお いてエネルギー源 と して利用 され、特 に飢餓 時な どの危 急
時 にそ の利 用性 は高 い。本培養系 にお いて、ケ トン体が筋細胞 のエネル ギー基質 を
補給 し、そ のエネルギー補足 を介 して細胞 の増殖 ・分化 に影響す る可 能性 を考慮 す
る必要があ る。そ こで、筋形成培養系 のエネルギー基質 の一つで ある ピル ビン酸 を
添加 し、細 胞 の増殖 を検討 した。
鶏骨格筋 よ り調製 した予定筋芽細胞 を5000個/cm2の 濃度で培養 を開始 し、24時
間後 にNaイ オ ン濃度一定 の条件下 で ピル ビン酸 を5～80mMで 添加 し、経時的 に細
胞数 を測定 した。そ の結果、5お よび20mMの ピル ビン酸 は無添加 に比べて添加72
時間で の細胞 の増殖 を促進 した(Fig.12)。 これ らの ことか ら、予定筋芽細 胞 の増殖お
よび分化 に対す る β一HBの 作用 は、培地 中の ピル ビン酸 の有無 によって影 響 され う
る可能性が考 え られた。そ こで、 β一HBの 細胞増殖お よび分化 に対す る作用 を ピル
ビン酸存在お よび 非存在下 の両条件下で検討す る こととした。
前試験 と同様 の条件下 で β一HBを 添加 し、細胞数お よびCPK活 性 を測 定 した。 ピ
ル ビン酸非存在下 では、20お よび80mMの β一H:Bは細胞数 を増加 させ(Fig.13)、80mM
の β一HBはCPK活 性 を低下 させた(Fig.14)。 一方 、 ピル ビン酸存在下 では、 β一HB
は細胞数 を減少 させ(Fig.15)、cPK活 性 を上昇 させた(Fig.16)。 以上 のよ うに、予定
筋芽細胞 に対 して β一HBは 培地 中 ピル ビン酸 の有無、すなわち、細胞 内エネルギー
基質量 の多寡 によって異な る作用 を及 ぼす ことが示 された。 また、 これ まで に報 告
されてい る多 くの筋芽細胞の増殖 ・分化 の調節因子 と同様 に、 β一HBは 細胞 の増殖
と分化(初 期分化)に 対 して相反す る作用 を示 し、 さ らに、高濃度 の β一HBは 予定
筋芽細胞の細胞周期か らの逸 脱の過程(G1か らG。 へ の分化)に 作 用 して い る可能
性が示唆 された。
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第5章 鶏筋細 胞の終末分化 に対す る β・麗Bの 作用
予定 筋芽細胞 の増殖お よび初期分化 に対す るケ トン体 の作用 を前章 で検 討 した 。
そ こで 本章で は、骨 格筋 の主要 な分化 過程 で ある筋管形 成(終 末分 化)に 対す る
β一HBの 作用 を培養系で検討 した。
第 一 に、筋管形成 に対す る β一HBの 作用 をCPK活 性 を指標 に して検討 した。形成
された筋管 はさ らに筋芽細胞 と融合 し発達す る。そ こで、第二 に、 β一HBの 筋管 の
発 達 に対す る作用 を明 らか にす るために、筋管形成後 の培養 系に β一HBを 添加 し、
CP:K活 性 を測定 した。
予定筋芽細胞 を5000働cm2の 濃度 で培養 を開始 し、72時 間後 に β一HBを 添加 し、
経時的 にCPK活 性 を測定 した。また、そ の時の細胞 の形態 を顕微鏡 下で観察 した。
ピル ビン酸非存在下 では、ディ ッシュ当た りのCPK活 性 は β一HB80mMの 添加で
上昇 し(Fig.17)、 タ ンパ ク質 当た りのcPK活 性 は約3倍 に上昇 した(Fig。18)。ピル
ビン酸存在下で は、β一HB80mMの 添加 によ り、デ ィッシュ当た りのCP:K活 性 は変
化 は認 め られず(Fig.19)、 タ ンパ ク質 当た りのCPK活 性 は ピル ビン酸非存在下 と同
様 に約3倍 に上昇 した(Fig20)。 顕微鏡観察 の結果 、β一:HBの添加 で は発達 した筋管
が無添加 区に比べ多 く観察 され 、 β一HBが 筋管 の形成 を促進 してい る ことが確認 さ
れた(Fig.21)。
次 いで、予定筋芽細胞 を10000個/cm2の 濃度 で培養 し、96時 間後 に β一HBを 添加
し、CPK活 性 を経 時的に測 定 して、筋管発達 に対す る βHBの 作用 を検:討した。
そ の結果 、ディ ッシュ当た りのCPK活 性 およびタ ンパク質量当た りのCPK活 性
は β一HB80mMの 添 加で若干上昇 した(Fig.22お よび23)。 しか し、デ ィ ッシュ当
た りの総 タ ンパ ク質量は β一HBの 添加で ほとん ど変化 はみ られなか った(Fig.24)。こ
れ らの ことか ら、筋管 形成後の培養系 において、 β一HBは 筋管 の タンパ ク質蓄積 に
は影響 しない ものの、筋管発達 を若干促 進す ることが示唆 された。
以上 の ことか ら、 β一HBは 鶏骨格 筋 の終末分化 過程 において、筋管形成 の促進作
用 を持 つ ことが明 らか とな った。
一528一
第6章 総括
鶏 の初期成長時は、艀化後3日 齢 まで残存卵黄 が主な栄養供給源 として機 能 して
お り、特異的な条件下 にある。残存卵黄 の主成分 は脂質であ り、肝臓 にお いて脂 質
か ら合成 され るケ トン体 の代謝 は初期 成長 時 に大き く変 動す る。 また、ケ トン体 は
エネルギー基質 と して機能す るだけでな く、タ ンパ ク質代 謝調 節因子 の一つで あ る
と報告 されて いる。 しか し、その機能 については未 だ一致 した見解 が得 られてお ら
ず 、骨格筋 の筋形成過程での作用 は検 討 され て いな い。
本研究 の結果は鶏 の初 期成長時、特 に、艀化 時 の骨格筋 において ケ トン体で あ る
β一HBが 多量 に存在す る ことを明 らか に した。筋芽細胞 の筋形成 に対 す る β一HBの
作用 は、筋芽細胞 のエネルギー基質の多寡 によって変わ る こと、そ して β一HBは 筋
形 成終末分化 である筋管形成 に対 して促進作 用 を持つ ことが明 らか とな った。 これ
らの結果 は、鶏初期成長時 にケ トン体 が筋管 形成 の促進 因子 と して作用 す る ことを
実証 し、鶏骨格筋 の筋形成過程 にお けるケ トン体 の機能 と意義 を初 めて提示 した。
従 来 、肝臓 にお いて のみ合成 され るとされて いた ケ トン体 が、骨格 筋(特 に艀 化
直後 の骨格筋)に お いて も合成 され る こと を、本 研究で は合成酵 素 の活 性 およ び
mRNAの 発現 か ら明 らかに した。 これ らの成果は、動物 におけ るケ トン体代謝 につ
































































Figure1,碧 勿 荊賊 長 蒔 に お け る β 面yd'oxyわ 寵ylr8`θ`β 一珊 ♪お よ び
ace`oaσe亡8ε θ6短Ao)濃 度 の 推 移
咽 ●r一 β9H8濃 黄(実 鹸1)
・'舳一◎噛一 β・π8認1度(鐘lj険2)
































































































































































Flg町e5.骨 格 筋 で のIIMG・CoASynthasemRNAの 発 現
1日 齢 筋 肉 を摘 出 し,totalRNAを 抽 出 し
(a)RT・PCR(b)ノ ー ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン
に よ りHMG・CoASynthaseの 薯nRNA(→)を 検 出 した。
Figure`.骨 絡 筋 で のHMG・CoALyase鳳RNAの 発 現
1日 齢 筋 肉 を摘 出 し,totalRNAを 抽 出 し
(a)RT-PCR(b)ノ ーザ ンハ イ ブ リダィ ゼ ー シ ョ ン
によ りHMG-CoALyaseのmRNA(⇒)を 検 出 した。
團 圃 圃
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F適gure&初 代 培養 系 にお ける鶏筋'細胞 の形癬 変化
筋 芽細 胞 を5000個 ノcm2の濃 度 で培 養 を開始 した 時 の24時 間後 の細 胞(a)と72時 間 後 の細胞(b)
















伽 血io.4 Q as
β ・HB(mM)
E解r餓 翻抱 のタ ンパ ク質 当た りのCPK蕎 盤 熊酬μg♪
OMEM潜 』199=引1(F8slo%,α 辺 ム5竃}の燈 惣 を用 い、
筋二芽靭 飽 を10000個 ノoπ2の涙度 で培養爾始 し.
96時 局後 にβ・班 「を添 加 し、48蒔 間蟄 のCPK濤 磁 を測 定
した。
β・HB(曲D
珊gurelO」 細飽 のタ ンパ ク費当た りのミオ シン量
Pル偲M」1四99=4f1伊BS10駕,CEE15%)の 培地 を用 い、
莇 芽潔葱 を10600観o那2の 濃度 で普萎露始 し、%貯 摺後 だ




0 　昌 昌 昌 圃
β一HB唖NaNaOO3Na(コ
珂gure1Lβ 遅β一蜘 およ びNρイオ ンを添加 した 時 の
緬1胞のタンノfク費 当た りのσPK活 盤侮 切 μ8♪
DMEM3M49鼻4ご1(FBS10%、 σEE1.5%♪ の培憩 を用 い、
10000飼10加2の 濃度 で筋芽細穂 培養 を醐始 し,96時 嗣痩に
β・H8、 ハ伽CO3お よび磁 αを添加 し、48蒔 間螢 の
















































Pル偲M;溜 唖汐袋4ご1(FβS10%、CB8入5釣 の培麺 を用 い、
5000餌'e蹴2の 濃度 で筋芽細胞 培養 を露始 し,24時 周後 に
α沼 を放 り煙 き どル ビン崖 を添加 し,24、72お よ び





恥gure13.ピ ル ビン酸 無添加 培養 にお ける車 核細飽 数 の変 化
Z)遡 配よ品19無4'1伊 β510%、 α昭1.5%♪ の培麺 を房 い.
5000/0η蓼2の濃度 で筋芽細砲 培養 を鍔始 し、24蒔 間 後`こCE召
およ び ピル どン醍 を敢 り像 き βぜ躍 を添加 し,24、72





団gure14.ピ ル ビン酸 無添加 培養 にお ける初期分 化蒔 の
溜鯉 タ ンパ ク實当た クのα κ活 住67霧0γμ8μo勧 ρ
PM酬 必M・199』4」1(Fβ510%、C881.5%♪ の培愚 を用 い、
500θ飼1αが の漉度 で筋芽細施1培姜 を囎舶 し24時 周後 にCEE
およ び どル どン醗 を取 り除 き β覗8を 添却 し、36お よび72時 爾螢 の































































Dル偲〃〃 ・199=4'遅Fβ310%、CEE15%)の 増:地を用 い、
5000何10配2の 農度 で筋 芽細 抱 培養 を謂始 し。24蒔 間 後'ご
CEEを 取 り除 き β・王18を添 加 し,24、 フ2およ び120時 間 後
の単 穣細 抱数 を詑定 した 。
Figure16.ピ ル ビン峻 添加 培 養 にお ける初瑚 分 化時
の細砲 タ ンパ ク貫 当た りのαりr活住
伽 σ!μ8P'o'8司
DMEM〃 ・199=4'1`FB∫10%、CEE15駕)の 増:地を用 い,
5ω0御!`胡2の 濃度 で麓 芽細飽 培養 を謂始 し、24僻 局後 にCE君 を
取 り鹸 きβ一珊 を諏加 し、36お よ び72時 局 後 の












































Figロre17.ピ ル ピン酸 癖添 加培 養 にお け る訪 菅形成 β孝の
細胞 の4i論 当た りのCPκ 活 住6πU/4Z訪)
.____一 … … … 垂
DM君M=M・1994;1(FBS10%、CEE15%♪ の培堪 を用 い,
5000鯉/CP躍2の 凝度 で筋'芽」細飽 培養 を囎、始 し,72時 局後 にCEE
およ び ピル どン酸 を破 り鹸 き βイ摺 を添 加 し、24,72




Figure18,ピ ル ビン酸 無添 加培 妻 にお ける筋'響形 成蒔 の 』
紐抱 のタ ンパ ク賀L当た りのαrκ活 住
伽 こ〃μ8prO頗 の
sso
D醒E～駈1Lf-19954'1`FB∫10%、 ㏄E155ち りの培地 を、屠 い、
5α30御1ω躍2の農麓 で筋隔芽 鮪 培 養 を鰐始 し、72蒔 周 養 にα沼
およ びどル どン酸 を取 り除 き β・HRを 添 加 し、24、72

















































Flgロre19.ピ ノレヒ「ン酸 添加 増:i餐にお ける筋 暫形域 時 の
緬 惣の4f訪 当た りのCPκ 活 僑 で蹴σ!4勧,
DMEMfハ4・199呂4ご 遅F8510え ∫.CE815%)の 焙埴 を用 い,
5000個 ノ`〃～ の濃度 で筋 芽細彪「培養 を謂始 し、72時 聞後 に
CE8を 取 り除 きβ。1∬βを添加 し,24,72お よ 凶20確 聞 後 の
CPK居 性 を測症 した。
50 ioo ISO
Timehour)
Figure20.ピ ル ビン酸 歳 加培養'こお ける,筋茸形成 階 の
1細施「タ ンパク 賀 当た りのCP1【清 倥`撹 こ〃μgp耐 ε漁 ♪
D醒 珍1覧4ξ酵。199=4'1`F8310%、CE81.5∫ ぢ,の増:堪 を用 い.
5α砂 卸 σ趣2の 齪度 で莇:芽餌 胞培養 を摺始 し,72塒 糊 菱 にCE:Eお
よ び β覗Bを 添加 し.24、72お よ び}20時 聞 後 の
αW藩 雌 およ びタ ンパ ク貿 澱 を測定 し・た。
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Figure21.ピ ル ピン酸添加 およ び無添加培養におけるβ ・HRの筋 菅形,成1こ対する作用










































Figure22・ 筋 管鼎 董 僻 にお け る細 飽 の薦 ぬ当た ウのCPκ 活倥 伽 σ!薦ω Flgure2ム 筋 嘗発達 蒔 にお け る溜砲 の総 タ ンパ ク貫 量 ぐμ8!4直殉
DM君M溜 ・199昌4」遅FB310%噺C君87,5%♪ の増:躍1を用 い,
1ω00側!側2の 濃度 で筋 芽 細胞 培養 を謂始 し、96階 澱1後に
β.πEを 添初 し,48お よ び72僻 間後 のCPκ 活 性 を測諺 した。
1)〃酬f湿 ・199=4'1`FB∫10%、CEE1.5メ ぢ♪の増【地 を用 む}.
1ω00僧 な榔2の 凝度 で筋'」夢細1胞増:養を開始 し,96僻 勘1後に
























Flgure24.筋 管発 選 僻 にお ける細施1のタ ンノfク当 た りのCPκ 活倥 伍U1μ8♪
OMEM」11fイ99=4r1`Fβ510メ ぢ,C君815∫ ぢ♪の培 触 を用 い,
10000御 ノ`雇2の濃度 で筋L芽細飽 培 養 を謂始 し、96時 置1後に
β.πβを添加 し,48お よ び72蒔 聞 後 のタ ンパ ク貿 量 を
認定 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
動物の成長制御を試みる上で,初 期成長時,す なわち出生(艀化)直後の代謝 ・生理の特異性 を把握 し
て,そ の特異性に立脚 した,新 たな制御法を確立することが要望されている。本論文では,鶏 の初期成
長時の栄養源 として機能する残存卵黄の存在に着 目し,残 存卵黄に多量に含まれる脂質から生成される
ケ トン体はエネルギー源 として機能するのみではな く代謝調節の制御因子であるとの仮説をたてた。こ
のような視点から,初 期成長時におけるケ トン体動態の特徴とその存在意義を明らかにするとともに,
代謝制御因子 としてのケ トン体の役割 を筋形成の観点か ら明らかにすることを試みた。
まず,ブ ロイラーの初期成長時におけるケ トン体(β一hydroxybutyrate,β 一HBとactoacetate,AcAc)
代謝の特徴を検討 した。血液,肝 臓および筋肉の β一HB濃 度は艀化前1日,艀 化時および艀化後1日 で
極めて高 く,そ の後急激に上昇 し,ブ ロイラーの艀化前後は骨格筋におけるケ トン体の濃度が肝臓 と同
様に高いことを明らかにした。骨格筋のケトン体合成酵素HMG-CoAsynthaseお よびHMG-CoAlyase
活性を測定 したところ,艀 化1日 の活性は14日齢時に比べて高いこと,そ して両酵素mRNAが 発現 し
ていることをRT-PCRと ノーザンプロツ トで確認 した。これらのことから,初 期成長時の鶏の骨格筋は
ケ トン体合成能を持つことを初めて確認 した。
艀化前後の骨格筋に多量に存在するケ トン体の生理作用を,骨 格筋の発達(筋 細胞の増殖 と分化)の観
点か ら検討するために,鶏 初代筋細胞培養系を確立 した。その培養条件 として,Naイ オン濃度を一定
にして β一HBを 添加 し,ケ トン体が培養系のエネルギー源 として働 く可能性 を考慮 して,ピ ルビン酸の
存在下 ・非存在下の両条件下で培養を行うことを示 した。
筋芽細胞の増殖 と初期分化に対する 研HB(5-80ml軍)の 作用を細胞数と細胞CPK活1生 を指標 として検
討 した。β一耳Bは ピルビン酸存在下では増殖を抑制 して初期分化を促進すること,そ してピルビン酸非
存在下では反対の作用を示すことを明らかにした。すなわち,高 濃度の β一HBは 予定筋芽細胞の細胞周
期からの逸脱の過程(G、からG。への分化)に作用する可能性を示 した。
次いで,筋 管形成(終末分化)に対する β一HBの 作用 を検討 した。 β一Hbは ピルビン酸の存在 ・非存在
に関わらずCPK活 性を著しく上昇させた。また,顕 微鏡観察においても β一HB添 加による筋管の形成
と発達が明瞭に認められた。以上のことから,β 一HBは 鶏骨格筋の終末分化過程において,筋 管形成の
促進作用を持つことを明らかにした。
本研究の成果は,鶏 の初期成長時,特 に艀化時の骨格筋においてケ トン体が多量に存在 し,し かもケ
トン体合成能を持つこと,ケ トン体は筋形成終末分化である筋管形成を促進することを明示 した。これ
らの成果は,ケ トン体が骨格筋形成の調節因子であることを初めて明らかにし,し かも動物におけるケ
トン代謝研究に新たな視点を提示したものとして,審 査員一同は本研究者が博士(農学)の学位を受ける
に値するもの と認定 した。
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